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OZET: Basanh sonuglar aknmasinin ok sayida parametreye bagh olmasi nedeniyle imminohistokimyasal tekniklerin uygulanmalan ve degerlendirilmelerinin standardi-
zasyonu biyik onem tasimaktadir. Cakismamizda bu konudaki gabalara katks olugturacad: diisiincesi ile dokulara uygulanan tekniklerin sonuclan iki farkh ydnlem ile
MEMMHmﬁme . 65 adet prostat adenokarsinomu dokusu parafin kesitlerinde B-SA pe-
roksidaz yontemi ile PSA ve PSAP varhdi aragtimistir. Sonuglar sadece reakdif hiicre fraksiyonunun beliendidi 4 dereceli skorlama daha sonra ise 3 dereceli skor-
lama ve buna ek olarak boyanma yoguniugunun da belirlenerek immiinhistokimya bilesik skorunun saptandigi ydntemle degerlendiriimigtir. Ik degerlendirmeyi yapan
uzman palolog ve bir diger uzman patolog tarafindan tekrarianan degerlendirme sonuclan kargilastinlmistir. |. yontemde genel immiinreaksiyon tek gozlemci tekrarla-
nabiliriik oram % 79.5, cok gbzlemd tekrarlanabilirfik oram % 63.1 olarak saptanmistir. Il. yontemde ise bu degerler sirastyla; % 78.8 ve % 63.8 olarak beliflenmistir.
PSA igin bu degerler % 81.6, % 672, % 68.6, % 64.7; PSAP igin ise sirasiyla % 77.8, % 67.4, % B7.7 ve % 74 olarak belidenmistir. Her ki ydnlem immiinreaksiyon
ek gdzlemdi tekrarlanabilirfik orantan ok gdzlemci tekrarlanabilirlik oranlanndan daha yiiksek bulunmugtur.

SUMMARY: The techniques and evaluations of immiinohistochemical assays are very imporiant because successful results depends on numerous parameters. In this
study we investigaled intraobserverand interobserver reproducibility by two different methods in prostate adenocarinomas. We looked for PSA and PSAP in 65 paral-
fin sections of prostate adenocarcinomas by B-SA peroxydase method. The results were evaluated first by 4 grade scoring system, and then by 3 grade scoring sys-
fem. In addition, we took care of the inlensity of immiinohistochemical staining and determined combined immiinohistochemical scoring. The samples were evaluated
by a pathologist and then by another pathologist who did not know the results of the first. In the first method, the intraobserver reproducibility of immiinohistochemical
scoring was 79.5% in intrachserver evaluation. In the second method these were 78.8% and 63.8%, respectively. These results for PSA were 81.6%, 67.2%, 68.6%
and 64.7% respectively. These results for PSAP were 77.8%, 67.4%, 87.7%, and 74% respectively. We found the ratio of intraobserver reproducibility higher than in-

terobserver reproducibility in two methods (p<0.05).
KEY WORDS: Immun reaction, standardization, reproducibility-

GIRIS

Ozgiin bir yontem olarak 1941 yilinda Coons tarafindan
tanimlanan ve 1975 yilinda Kohler ve Milstein tarafindan
hibridoma teknolojisi kullanilarak saf ve spesifik antikorlarin
dretilmeye baglanmasi ile diagnostik patoloji pratiginde yeri-
ni alan imminhistokimya, imminolojik prensip ve teknikle-
rin hiicre ve doku ortamlanna uygulanmas: iglemidir. Son
yillarda genis bir uygulama alani bulan ve basanh sonucla-
nn alinmasinin pek ¢ok degiskene balg oldugu imminohis-
tokimyasal tekniklerin uygulanma ve degerlendiriimelerinin
standardizasyonu biilyik 6nem tagimaktadir. Prostate spe-
sific acid phosphatase (PSAP) 1978'de; Prostate specific
antigen (PSA) de 1981'de ilk kez immiin peroksidaz yon-
temle dokularda varlig: arastinimaya baglanan belirleyiciler-
dir (3). Normal ve hiperplastik prostat gland epitellerinde
uniform ve kuvvetli; neoplastik prostatik epitelde de grade,
evre ve ploidy artigi ile ters orantili olarak saptaniriar (3,6).
Bu galismada prostat adenokarsinomu dokulaninda immii-
nohistokimyasal teknikle PSA ve PSAP varligi aragtinlmis;
sonuclar kantitatif ve semikantitatif iki farkli yontem ile yo-
rumlanarak, bu yéntemlerin tek ve gok gozlemci tekrarlana-
bilirlik oranlarn arastinimigtir.

GEREC VE YONTEM

Aragtirmamizda 1989-1994 yillan arasinda Ondokuz
MayisUniversitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’'nda
primer prostat adenokarsinomu tanisi almig cesitli gra-
de’lerden 65 lezyon incelendi. % 10'luk tamponlu nétral for-
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malinde tespit edilmis doku ronekleri parafin bloklarindan
elde edilen yeni seri kesitlerde Strepavidin-biotin peroksi-
daz teknigi ile PSA ve PSAP varliklan arastinldi. Teknik igin
Supersensitivite multilink immunodetection system, (Bioge-
nex, USA) ve Prostate specific acid phosphatase (clo-
ne:PASE/4LJ, Biogenex, USA) ve Prostate specific acid
phosphatase (clone: PASE/4LJ, Biogenex, USA) prediluted
antikorlan kullanildi. immiinhistokimyasal caligmaya 12 sa-
at etiivde 56°C'da bekletilen ve daha sonra xylene (15), ab-
soli alkol (107), 96° alkol(15") gegirilen kesitler distile su ile
hidrasyon sonrasi humidity chamber icerisinde % 34lik
hydrogen peroxide ¢ozeltisinde 30 dakika inkiibe edildi. Pri-
mer antikor (30°), biotinlenmis antimouse immiinoglobulin
(20") ve horseradish peroxidase konjiige strepavidin (20) ile
oda isisinda inkiibe edilen kesitlere renklendirici olarak
DAB (15') ve zit boyama olarak da Mayer's hematoksilen
(2) uygulandi. Preparatlar dehidrasyon ve seffaflandirma
islemi sonrasi Entellan (Merck, Germany) ile kapatildi; da-
ha sonra 1s1k mikroskobu ile incelendi. ilk olarak, heterojen,
graniiler DAB yogunlagmalan poziti reaksiyon kabul edile-
rek boyanma patterni timér. dokusunda herhangi bir lokali-
zasyonda odaksal ise fokal, yaygin ise diffiiz boyanma ola-
rak yorumlanan ve boyanmanin goriildiga lokalizasyonda
boyanma yogunlugu; hiicrelerin yaklagik % 25'inde boyan-

- ma (+); hicrelerin yaklagik % 50'sinde boyanma (++); hiic-

relerin yaklasik % 75'inden fazlasinda boyanma (+++) ve
hiicrelerin % 100'inde (hemen hepsinde) boyanma (++++)
kriterleri kullanilan kantitatif I. yontemle (2,9) degerlendirildi.
Daha sonra da; x400 biiyitmede sayilan 100 hiicrede, % O-
9 arasinda boyanan hiicre fraksiyonunu, 0; % 10-49 arasin-
da boyanan hiicre fraksionunu ise, 3 olarak derecelendiren
ve boyanma yogunlugunu (I) da dikkate alarak hafif = 0; or-
ta =1-2 (hafif+orta) ve yogun = 3 olarak skorlayan; daha
sonra ise, Bilesik immiinhistokimya skoru (Boyanan hiicre
fraksiyonu x (I): 3 = Bulunan deger tam sayiya tamamlanir
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! Resim. Vakalannmizda gézledigimiz immitin
Yéntem:Fokal (+++);1I. Yontem: H:3 (PSAP,x400),
Yontem:Diffiiz (+++):1l. Yontem: H:2 (PSAP,x400),

A: L
B: L

TABLO 1 : GENEL DEGERLENDIRME SONUGLARINDA TEKRARLANABILIRLIK

C: I. Yontem:Diffiiz (+++);1l. Yontem: H-3 (PSA,x400),
D: I. Yontem:Diffilz (+++)+); Il. Yontem: H:3 (PSA,x400).

lar anlamli olarak kabul edil-

ILISKILERI (PERASON CORRELATION MATRIX)- di.
I. Yontem | |. Yontem | Il. Yontem | | Yontem | Il. Yontem Il. Yontem

1.Yorum | 2.Yorum | 1.Yorum | 2.Yorum | Diger Gézl. | Diger Gozl. BULGULAR
1. Yéntem 1.000 immiinreaksiyon sonugla-
1. Yorum ri incelendiginde tim boyan-
T malar neoplastik ‘glandler
L e s epitelyumda intrasitoplazmik
2. Yo lokalizasyonda heterojen ka-
. Yontem 0.790 0.773 1.000 rakterde gozleniyorken timor
1. Yorum stromasi ve zemin elemanla-
. Yontem 0.706 0.683 0.788 1.000 rinda reaksiyon mevcut degil-
2. Yorum di (resim). Pozitif kontrol
II. Yéntem 0.677 0.631 0.712 0.631 1.000 amaciyla kullanilan normal
Dider Gozl prostat dokusu gland epitel-
- oioma’ yumlarinda homogen ve kuv-

= (H))'nun elde edildigi semikantitatif Il. yéntemle (1,4,7) de-
gerlendirildi. ilk yorumlamayi yapan uzman patolog tarafin-
dan bir siire sonra tekrarlanan degerlendirmeler ve bu de-
gerlendirme sonuglarindan habersiz bir bagka patolog tara-
findan yapilan yorumlama ile immiinreaksiyon degerlendiril-
mesinin tekrarlanabilirligi arastinldi. Elde edilen tim veriler
Systatw5 (Windows 3.1 uyumlu) istatistik programi kullani-
larak bilgisayar ortaminda degerlendirildi ve yorumlandi.
Gruplararasi iliski Pearson correlation matrix ile sinandi ve
gruplararasi farklar t testi ile aragtirildi. P<0.05 olan sonug-

vetli PSA ve PSAP ekspres-

yonu gdzlenmis; negatif kont-
rol kesitlerinde boyanma olmamistir. Korelasyon analizi yar-
dimi ile de@erlendirilen ve yorumlanan sonuglara bakildigin-
da |. yontem genel imminreaksiyon tekrarlanabilirlik orani
% 79.5, ¢ok gdzlemci tekrarlanabilirlik orant % 63.1 iken Il.
yontemde bu degerler sirasi ile % 78.8 ve % 63.8 olarak
belirlenmigtir. PSA icin b degerler % 81.6, % 67.2, % 68.6,
% 64.7; PSAP igin ise sirasiyla % 77.8, % 67.4, % 87.7 ve
% 74 olarak saptanmistir (p<0.05) (Tablo 1-3).
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TABLO 2 : PSA SONUCLARINDA TEKRARLANABILIRLIK iLISKILERI
(PEARSON CORRELATION MATRIX)

fraksiyonlari ile boyanma yo-
gunlugunu birlestiren semi-

* s oo = —  kantitatif yodntemlere birak-

. Yéntem | | Yontem | I Yontem | | Yontem Il. Yéntem II. Yéntem maya baglamistir (5,7). 1987-

1.Yorum | 2.Yorum | 1.Yorum | 2. Yorum | Diger Gozl. | Diger Gozl. 1989 arasinda A.B.D.de la-
boratuvarlararasi immiinreak-

PR b 10 siyon degerleri tutarlihg@ %
1. Yorum 80 olarak saptanmistir (11).
I. Yontem 0.816 1.000 Sonuglarin yorumlanmasi
2. Yorum e L B e arasindaki farkliliklar kantita-
1. Yéntem 0.840 0.832 1.000 o = el 10 tif ve $emii;arlllitatifl tekniklerin
segimine bagh olmayip ya-

:';;mt”m —re——— s S ¥ snds Iang:l negati_f degerlendirme-
e st uh il ol ' ' ler ile % 80 ile % 100 arasin-
2. Yorum daki pozitiviteye verilen ka-
Il. Yéntem QBFe - =S 0807 | Sr0676 0.684 1.000 rarlardan kaynaklandig ileri
Diger Gozl. surlilmektedir (5). Elias, se-
II. Yontem 0.544 0.547 0.647 0.582 0.850 1.000 mikantitatif yOntemin ddsak
— - e - intra ve inter observer degis-
Diger Gozl. kenlik gosterdigi savunmakta
(5); Aasmundstat da &zellikle

A et : zayif boyanmalarda boyan-

(PEARSON CORRELATION MATRIX) hiicre oraninin belirlenmesin-

? deki giiclik Gzerinde durmak-

|. Yontem | | Yontem | Il. Yéntem | I Yontem Il. Yontem Il. Yontem ta; semikantitatif y®éntemin

1. Yorum | 2.Yorum | 1.Yorum 2. Yorum | Diger Gozl. | Diger Gozl. heterojenite ve selliilariteyi
degerlendirmeye katan bir

I. Yontem 1.000 teknik olmasi nedeniyle de
1. Yorum tercih edilmesi gerektigini
I. Yéntem 0.778 1.000 ;f“f‘cfu'?f"atk‘:d"] {1)'b${1‘¥'6l'1_
A emlerin tekrarlanabilirliginin

£ Yot 2 aragtinlmasi, bu yéntemlerin
Il. Yéntem 0.759 0.727 1.000 givenli kullanimini saglaya-
1. Yorum SRS RO L caktir (1,4,5,7). Glnimizde
I. Yéntem 0.760 0.703 0.877 1.000 bazi merkezlerde gérinti
2. Yorum SCERERTT VS = analizorleri tqrafmdan bilgisa-
II. Yéntem 0.674 0.641 0.673 0.603 1.000 yar yardimi ile yapilarak bu
T s —— reaksiyonlarin kantitasyonu-
LA nun subjektif karakterinin or-
II. Yéntem 0.5452 0.476 0.740 0.733 0.571 1.000 tadan kaldinlmasina 9a|i§;|-
Diger Gézl. maktadir (7,10). Bosman'a
gére immuinhistokimya de-

gerlendirme ydntemleri labo-

TARTISMA ratuvarlar arasi iliskide kullanilmali, tam amaci veya prog-

Saf ve spesifik antikorlarin lretilmeye baglamasi ile bir-
likte gegen on yil igerisinde cerrahi patolojide imminhisto-
kimya daha ¢ok kullanilmay abaglanmistir (4). Laboratuvar-
lar arasinda histokimya prosediirler ile doku takibi farklilk-
lar, imminhistokimya tekniklerinin performansini olumsuz
ybnde etkilemektedir (4,5). Bunun sonucunda monoclonal
ve polyclonal antikorlarin dretilme ve satisa sunulma asa-
masl, antikor performans kriterlerinin saptanmasi ve gelisti-
rilmesi, kalite kontrol prosediirlerinin olusturulmasi, immin-
peroksidaz yéntemlerinin uygulanmasinda standardin belir-
lenmesi, farkl fiksatiflerin doku antijenlerine olan etkileri ve
dokularda olusan antijen-antikor reaksiyonunun incelenme-
si, 6zgilliklerinin sinanmasi ve yorumlanmalarinin tekrarla-
nabilirligine yonelik olarak; standardizasyon Uzerindeki ¢a-
hgmalar 1979'da baglamistir (4,5,7,8). Imminhistokimya re-
aksiyonlarinin derecelendiriimesinde dnceleri kantitatif yon-
temler kullanilmig, immiin reaksiyon 3'li veya 4'li derece-
lendirme ile degerlendirilmigtir (2,9). Olduk¢a subjektif olan
bu yéntemler yerlerini daha sonra genellikle boyanan hiicre

nostik amag gdzetilmemelidir (4). Her tanisal amag ile gali-
san imminhistokimya laboratuvar kalite kontrol ve standar-
dizasyon programlar gercevesinde caligmalidir (4,5).

PSAP ilk kez 1925'de Demuth tarafindan tanimlanmig
100 kd agirhginda bir sialoproteindir. PSA ise 1979'da
Wang tarafindan tanimlanan ve molekiler agirhgr 33 kd
olan bir glikoproteindir (6). 1981'de ilk kez Papsidero ve
ark. tarafindan imminperoksidaz yontemle dokuda varlig
aragtinlan PSA benign ve malign prostatik epitel dokularin-
da gosterilmistir (3). Normal ve hiperplastik prostatik epitel-
de PAP ve PSAP uniform ve kuvvetli reaksiyon verir. Buna
karsin karsinom dokularindaki boyanma, benign prostat lez-
yonlarinda gérilenden zayiftir ve heterojendir; grade, stage
ve ploidi artigi ile ters orantili olarak gézlenir (3,6). Ham-
mond ve Ebstein, kuvvetli PAP immiinreaksiyonunun stage
A2-D1 prostatik karsinomada sagkalim ile iliskisini goster-
miglerdir (3). Bu belirleyicilerin imminperoksidaz yontemler-
le aragtirilmai, cerrahi patolojide metastatik prostat karsino-
munu ve prostat karsinomunun morfolojik varyantlarini ayir-
detmede, mesaneyi infiltre eden prostatik karsinomay se-
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konder Uretelyal karsinomadan ve prostati infiltre eden bir
diger karsinomu primer karsinomadan ayirdetmede 6zellik-
le yardimci olmaktadir (3,6). Daha gok estrogen receptor
degerlendiriimesi tekrarlanabilirligi (1) calismalan bulunan
literatiirde PSA ve PSAP degerlendirmelerinin tekrarlanabi-
lirligi ile ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Ancak bu belir-
leyicilere karsi gelistirilen antikorlarin laboratuvarlararasi
immiinhistokimyasal tani degeri % 99 ile % 87 arasinda
saptanmaktadir; diger bazi antikorlar ile karsilastinldiginda
bu degerler en st siralarda yer almaktadir (S-100 protein;
% 96, keratin: % 79, GFAP: % 90; HBsAg: % 67, vs.) (11).

Calismamizda kantitatif ve semikantitatif ydntemler ara-
sinda tek godzlemci tekrarlanabilirlik oranlan ¢ok gézlemci
tekrarlanabilirlik oranlarindan dihi yiksek bulunmustur.
Bu, cerrahi patolojide immunhistokimya kullanimi geregi ile
sik kargilagmama ile birlikte degerlendirme ydntemlerine
yatkinlik ve yontemin subjektivitesi ile agiklanabilir. Ancak I.
ve Il. yéntem genel immiinreaksiyon degerleri arasida an-
lamlh fark saptanmamigtir. Semikantitatif yontem; heteroje-
nite ve selllilariteyi degerlendirmeye katan bir teknik olmasi
nedeniyle, tercih edilebilir digiincesindeyiz.
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